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(54) Title: DOPED NANOPARTICLES AS BIOLABELS 



n (54) Bemchnting: DOTIERTE NANOTEILCHEN ALS BIOLABEL 

— v (57) Abstract: The invention relates to a simple detection probe containing luminescent inorganic doped nanoparticles (Li .d nanopar- 
2s tides) which can be detected after excitement by a source of radiation by their absorption and/or scattering and/or diffraction of the 
CI excitement radiation or by emission of fluorescent light, and whose surface is prepared in such a way that affinity molecules for 
V0 detecting a biological or other organic substance can couple with this prepared surface. 
00 

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der Erfmdung ist eine einfache Nachweissonde enthaltend lumineszierende anorganische do- 
° tierte Nanoteilchen (lad^Nanoteikhen), die nach Anregung mit einer SlrahlungsqueUe durch Absorption und/oder Streuung und/oder 
O Beugung der Anregungsslrahhmg oder durch Emission von FluoreszenzUcht nacbweisbar sind und deren Oberflache so prapariert 
>k 1st, dass AffinitatsmoIeMe zrnn Nachweis eitierbiologiscben oder sonstigen organischen Substanz an diese pr&parierte Oberflacbe 
^ ankoppeln konnen. 
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Dotierte Nanoteilchen als Bio label 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nachweissonde fiir biologische Anwendun- 
gen, die lumineszierende anorganische dotierteNanoteilchen (lad-Nanoteilchen) ent- 
halt. 

Der Einsatz von Markern in biologischen Systemen zur Kennzeichnung oder Verfol- 
gung spezifischer Substanzen ist seit Jahrzehnten ein etabliertes Instrument in der 
medizinischen Diagnostik und biotechnologischen Forschung. Solche Marker finden 
insbesondere Anwendung in der Flow Cytometric, Histologic, in Immunoassays oder 
in der Fluoreszenz-Mikroskopie, bei letzterer zur Untersuchung biologischer und 
nicht-biologischer Materialien, 

Die in der Biologie und Biochemie gangigsten Markersysteme sind radioaktive Iso- 
tope von Jod, Phosphor und anderen Elementen sowie Enzyme wie Meerreitich 
Peroxidase oder Alkalische Phosphatase, fur deren Detektion spezielle Substrate be- 
notigt werden, AuJterdem werden als Marker zunehmend fluoreszierende organische 
Farbstoffmolekiile verwendet wie Fluorescein, Texas Red oder Cy5, die selektiv an 
eine bestimmte biologische oder andere organische Substanz angebunden sind. Je 
nach verwendetem System ist meistens ein weiteres Verbindungsmolekul oder eine 
Kombination von weiteren Verbindungsmolekiilen oder Affmitatsmolekiilen zwi- 
schen der nachzuweisenden Substanz und dem Marker notwendig, die die erforder- 
liche spezifische Affmit&t zur eindeutigen Erkennung der nachzuweisenden Substanz 
aufweist. Die hierfur erforderliche Technik ist bekannt und z. B. beschrieben in 
„Bioconjugate Techniques", G.T. Hermanson, Academic Press, 1996 oder in 
,JFluorescent and Luminescent Probes for Biological Activity. A Practical Guide to 
Technology for Quantitative Real-Time Analysis", Second Edition, WT. Mason, ed,, 
Academic Press, 1999. Nach externer, meist elektromagnetischer Anregung des Mar- 
kers wird dieser dann durch Emission von Fluoreszenzlicht die Prasenz der an den 
Marker angebundenen biologischen oder anderen organischen Substanzen anzeigen. 
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Nachteilig an den fluoreszierenden organischen Farbsioffinolekulen, die den heutigen 
Stand der Technik reprasentieren, ist, dass sie insbesondere bei Anwesenheit von 
Sauerstoff oder Radikalen zum Teil bereits nach einigen Miilionen Lichtabsorptions- 
5 /Lichtemissionszyklen irreversibel geschadigt oder zerstort werden. Sie weisen also 
haufig eine fur viele Anwendungen ungeniigende Stability gegeniiber einfallendem 
Licht auf. Weiterhin konnen die fluoreszierenden organischen Farbstofftnolekiile 
auch phoiotoxisch auf die biologische Umgebung wirken, 

10 Ein weiterer Nachteil der fluoreszierenden, organischen Farbstoffe sind deren breite 
Emissionsbanden, die haufig einen zusatzlichen Ausiaufer auf der langwelligen Seite 
des Fiuoreszenzspekirums aufweisen. Dadurch wird ein ^Multiplexing", das heiBt die 
gleichzeitige Identifizierung mehrerer Substanzen, die mil jeweils unterschied lichen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, wegen der dann teilweise iiberlappenden Emis- 

15 sionsbanden behindert und die Anzahl der parallel nachweisbaren unterschiedlichen 
Substanzen stark begrenzt. Ein weiterer Nachteil bei der gleichzeitigen Verwendung 
mehrerer organischer Fluoreszenzfarbstoffe sind die relativ schmalen spektralen 
Anregungsbanden, inncrhalb denen eine Anregung des Farbstoffs raoglich ist. Um 
alle Farbstoffe effizient anregen zu konnen, mussen deshalb mehrere Lichtquellen, 

20 im allgemeinen Laser, oder ein komplizierter optischer Aufbau unter Verwendung 
einer WeiBIichiquelle und einer geeigneten Anordnung von Farbfiltem verwendet 
werden. 

AIs alternative Marker zu den fluoreszierenden, organischen Farbstoffen wurden 
25 fluoreszierende anorganische Halbleiter-Nanokristalle vorgeschlagen. In der Patent- 
schrift US 5,990,479 sowie in den PCT-Anmeldungen WO 00/17642 und WO 
00/29617 wird offenbart, dass fluoreszierende anorganische Halbleiter-Nanokristalle, 
die der Klasse der II-VI- oder der Hl-V-Verbindungshalbieiter angehoren und unter 
bestimmten Voraussetzungen auch aus Elernenten der 4. Hauptgruppe des Perioden- 
30 systems bestehen, als Fluoreszenzmarker in biologischen Systemen verwendet 
werden konnen, Durch Variation der GrofSe der Halbleiter-Nanokristalle kann durch 
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Ausnutzung des so genannten „Quantum Size Effect" die EmissionswellenlMnge des 
Fluoreszenzlichtes der Halbleiter-Nanokristalle im Spektralbereich des sichtbaren 
Lichts und des nahen Infrarot eingestellt werden. Die genaue Lage der Emissions- 
wellenl&ige hangt von der Festkorper-Bandlticke zwischen Leitungsband und 
5 Valenzband des gewahlten Halbleitermaterials ab und wird durcli die TeilchengroBe 
bzw, durch deren Verteiiung bestimmt. Halbleiter-Nanokristalle und ihre Verwen- 
dung als biologische Marker ist weiterhin offenbart in Warren C W, Chan and 
Shuming Nie, Science, Vol. 281, 1998, Seiten 2016-2018 und Marcel Bruchez Jr,, 
Mario Moronne, Peter Gin, Shimon Weiss, A, Paul Alivisatos, Science, Vol. 281, 
10 1998, Seiten 2013-2016. 

Die Halbleiter-Nanokristalle haben den Nachtei!, dass sie mit hochster PrSzision her- 
gestellt werden miissen und somit nicht leicht zu produzieren sind. Da die Emis- 
sionswellenlange des Fluoreszenzlichts von der Gr66e der Halbleiter-Nanokristalle 

1 5 abhangt, ist fur eine schmale Bandbreite des Fluoreszenzlichts, das sich aus der Fluo- 
reszenzlichtemission von einer Vielzahl einzelner Halbleiter-Nanokristallen zusam- 
mensetzt, erforderlich, dass die GroBenverteilung der Halbleiter-Nanokristalle sehr 
eng ist. Urn die fur das Multiplexing erforderiiche schmale Bandbreite des Fluores- 
zenzlichts zu gewahrleisten, dtirfen die GroBemmterschiede zwischen den einzelnen 

20 Halbleiter-Nanokristallen nur wenige Angstrom, das heiBt nur wenige Monolagen 
betragen. Dies stellt hohe Anforderungen an die Synthese der Halbleiter-Nano- 
kristalle. Bei den Halbleiter-Nanokristallen wurden auBerdem relativ schwache 
Quantenausbeuten bedingt durch strahlungslose Elektron-Loch-Paar Rekombinatio- 
nen auf der Oberflache der Halbleiter-Nanokristalle beobachtet. Aus diesem Grund 

25 wurde eine aufwandige Kern-Hiillen-Struktur vorgeschiagen, wobei der Kern aus 
dem eigentlichen Halbleitermaterial und die Hiille aus einem weiteren Halbleiterma- 
terial mit einer groBeren Bandlucke (z. B. CdS oder ZnS) besteht, das auf dem Kern 
so weit es moglich ist epitaktisch aufwachst. Urn eine Anbindung dieser Kern- 
Hull en-Teilchen an das nachzuweisende biologische Material zu erreichen, wurde 

30 zusatzlich noch eine weitere durme Hulle aufgebracht, die vorzugsweise aus Silica- 
Glas (SiO„ x - 1-2) besteht (US 5,990,479, WO 99/21934, EP 1034234, Peng et al., 
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Journal of the American Chemical Society, Vol. 119, 1997, Seiten 7019 - 7029). 
Eine solche multiple Kem-HiiUen-Struktur beinhaltet weitere relativ aufwSndige 
Syniheseschritte, Nachteilig ist weiterhin, dass die Mehrzahl der aus der Literatur be- 
kannten und fast alle bisher praktisch verwendeten Halbkiter-Nanokristalle Elemente 
5 enthalten, die als toxisch einzustufen sind wie z, B. Cadmium, Selen, Tellur, Indium, 
Arsen, Gallium oder Quecksilber* 

Weiterhin konnen zurn Nachweis spezieller biologischer Substanzen Kolloide aus 
Edelmetallen wie Gold oder Silber als Sonden eingesetzt werden* Die Oberflachen 

10 dieser Kolloide sind so rnodifiziert, dass eine Konjugation mit Biomolekiilen mog- 
lich ist, Der Nachweis der Kolloide erfolgt iiber Messung der Lichtabsorption bzw* 
des elastisch gestreuten Lichts nach Einstrahlung von weiBem Licht Durch An- 
regung der Oberflachenplasmaresonanz der Metallteilchen, deren Wellenlange spezi- 
fisch fur das Material und fur die TeilchengroBe ist, kann so eine bestimmte Klasse 

15 von Teilchen und somit auch die entsprechenden Konjugate spezifisch erkannt 
werden (S. Schultz, D, R. Smith, J. J. Mock, D. A, Schultz; Proceedings of the 
National Academy of Science, Vol. 97, Issue 3, February 1, 2000, Seiten 996 - 
1001), Durch den hohen Absorptions- und Streuquerschnitt ist der Nachweis sehr 
empfindlich. Nachteilig an dieser Losung ist allerdings die relativ geringe Auswahl 

20 an verfugbaren Arbeitswellenlangen, so dass ein echtes Multiplexing nur einge- 
schrankt moglich ist. Auflerdem ist die Effizienz, Licht zu streuen sehr stark vom 
Material und von der TeilchengroBe abhangig, so dass die Nachweisempfindlichkeit 
eines nachzuweisenden Biomolektils vom Material aber in hohem MaBe von der 
Grofle und somit von der Streufarbe des als Reporter wirkenden Metallteilchen 

25 abhangt 

.In den Patentschriften US 4,637,988 und US 5,891,656 wird offenbart, dass Metall- 
Chelate mit einem Metallion aus der Reihe der Lanthaniden als Fluoreszenzmarker 
verwendet werden kann. Vorteilhaft an diesem System ist, dass die durch Lichtab- 
30 sorption angeregten Zustande eine hohe Lebensdauer aufweisen, die bis in den Milli- 
sekundenbereich reichen. Dadurch kann der Nachweis der Reporterfluoreszenz zeit- 
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aufgelost erfolgen, so dass Autofluoreszenzlicht nahezu vollst&idig unterdriickt 
werden kann. Allerdings haben diese Chelat-Systeme oft den Nachteil, dass deren 
Lumineszenz in wassrigen Medien, die fiir die meisten biologischen Anwendungen 
vorausgesetzt werden, in einem hohen Mafie geloscht wird. Deshalb mttssen Chelate 
5 oft in einem zusatzlichen Schritt von der eigentlich nachzuweisenden Substanz 
separiert und in eine wasserfreie Umgebung gebracht werden (LHemrnilM, Scand J, 
Clin, Lab. Invest, 48, 1988, Seiten 389 - 400). Immunohistochemische Unter- 
suchungen sind somit allerdings nicht mSglich, da durch den Separationsschxitt die 
Ortsinformation der Markierung verloren geht 

10 

In den Patentschriften US 4,283,382 und US 4,259,313 wird offenbart, dass Polymer- 
(Latex-) Teilchen, in denen Metall-Chelate mit einem Metallion aus der Reihe der 
Lanthaniden eingebettet sind, ebenfalls als Fluoreszenzmarker verwendet werden 
konnen. 

15 

Leuchtphosphore, wie sie seit langer Zeit als Beschicbtungsmaterial in Fluoreszenz- 
lampen oder in Kathodenstrahlrohren verwendet werden, wurden ebenfalls ais 
Reporterteilchen in biologischen Systemen verwendet. In US 5,043,265 wird offen- 
bart, dass biologische Makromolekiile, die an Leuchtphosphorteilchen gekoppelt sind 

20 durch Messung der Fluoreszenz nachgewiesen werden konnen. Es wird ausgefuhrt, 
dass die GroBe der Phosphorteilchen kleiner als 5 \ur\, bevorzxigt kieiner als 1 
sein sollte. Es wird allerdings auch erklart, dass die Fluoreszenz der Teilchen mit 
kleiner werdendem Durchmesser rasch an Intensitat verliert und die Teilchen deshalb 
grdfler als 20 nm und bevorzugt sogar groBer als 100 nm sein sollten. Der Grund 

25 hierfur liegt offenbar u. a. in der Herstellungsmethode der Teilchen. Ausgehend von 
kommerziell erhaltlichen Leuchtphosphoren mit einer GroBe um 5 fim werden diese 
in einer Kugelmiihle auf eine GroBe von unter 1 \xm herunter gemahlen. Nachteilig 
hieran ist, dass man durch diese Prozedur eine breite GroBenverteilung der Teilchen 
und einen im allgemeinen relativ hohen Agglomerationsgrad erhalt. AuBerdem 

30 werden wahrscheinlich in die Kristallstruktur der Teilchen eine hohe Zahl von 
Defekten eingetragen, die die Quanteneffizienz der Fluoreszenzstrahlung erheblich 
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verringern kann. Nachteilig ist weiterhin, dass sich die in der Erfindung offenbarten 
Teilchen mil einer GroBe von meist mehreren 100 Nanometem und einer breiten 
GroBenverteilung vielen Anwendungen, in der die Masse und GroBe des Markers 
eine Rolle spielt, wie dies z. B. bei Anfarbungen von Zellbestandteilen oder beim 
5 Verfolgen von Substanzen der Fall ist, verschlieBen. 

Spezielle Herstellungsverfahren von bestimmten Leuchtphosphoren mit GroBen 
zwischen 1 nm und 100 nm, die auch fur bioiogische Anwendungen niitzlich sein 
sollen, werden in US 5,893,999 beansprucht. Darin wird ausgefuhrt, dass die Teil- 

10 chen durch Gasphasensynthesen (Verdampfimg und Kondensation, RF thermischer 
Plasma Prozess, Plasmaspritzen, Sputteni) und durch Hydrothermalsynthesen herge- 
stellt werden konnen, Nachteilig an diesen Teilchen insbesondere ftir Anwendungen 
im Bereich der Biologie und Biochemie ist der hohe Agglomerationsgrad der Primar- 
teilchen und somit zu die groBe GesamtgroBe der praktisch verwendbaren Agglo- 

15 merate sowie die sehr breite GroBenverteilung der verwendeten Teilchen, was die be- 
schriebenen Herstellungsprozesse inherent mit sich bringen. Sowohl der Agglomera- 
tionsgrad als auch die breite GroBenverteilung sind in zudem anhand der in der 
Patentschrift enthaltenen elektronenmikroskopischen Aufhahmen deutlich sichtbar, 

20 Fur den Einsatz als bioiogische Label werden spezielle Typen von Leuchtphosphoren 
in US 5,674,698 offenbart Es handelt sich dabei urn „Aufkonvertierende Phosphore" 
(upconverting phosphors), die die Eigenschaft haben, Ober einen Zwei-Photonen- 
Prozess Licht zu emittieren t das eine kleinere Wellenlange besitzt als das absorbierte 
Licht. Durch Verwendung dieser Teilchen kann quasi hintergrundfrei gearbeitet 

25 werden, da solche Autofluoreszenz weitestgehend unterdriickt ist. Die Teilchen 
werden durch Mahlung und anschlieBender Temperung hergestellt Die Teilchen- 
groBe Iiegt zwischen 10 nm und 3 fim, bevorzugt zwischen 300 nm und 1 [im. Nach- 
teilig ist hier wieder die groBe TeilchengroBe und die durch den Herstellungsprozess 
bedingten breiten GroBenverteilung. 

30 
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Eine Herstellungsmethode fur diese „aufkonvertierenden" Leuchtphosphore, die 
ohne Mahlung auskommt, wird in US 5,891,361 und in US 6,039,894 offenbart. Es 
handelt sich hier urn Fallungsprodukte, die durch nachtragliche teilweise reaktive 
Hochtemperaturbehandlungen in der Gasphase zu fluoreszierenden Phosphoren rait 
5 GrSBen zwischen 100 ran und 1 jim umgewandelt werden. Auch hier liegen die 
Nachteile wieder in den groBen TeilchengroBen und in der breiten GrdBenverteilung, 
was mit den hohen Temperaturen bei der Synthese einhergeht 

In wissenschaftlichen Pubiikationen werden die Herstellung und Untersuchungen 

10 von Lumineszenzeigenschaften von ausgewahlten lumineszierenden anorganischen 
dotierten Nanoteilchen behandelt. Die publizierten lumineszierenden anorganischen 
dotierten Nanoteilchen bestehen aus Oxiden, Sulfiden, Phosphaten oder Vanadaten, 
die mit Lanthaniden oder aber mit Mn, Al, Ag oder Cu dotiert sind. Diese lumines- 
zierenden anorganischen dotierten Nanoteilchen fluoreszieren auf Grund ihrer Dotie- 

15 rung in einem engen Spektralbereich. Ein AnwendungspotentiaJ wird im Einsatz als 
Phosphore in Kathodenstrahlrohren oder als Lampenleuchtstoffe gesehen. Unter 
anderem ist die Herstellung der folgenden lumineszierenden anorganischen dotierten 
Nanoteilchen publiziert worden: YVC- 4 :Eu, YV0 4 :Sm, YV0 4 .Dy (K. Riwotzki, M. 
Haase; Journal of Physical Chemistry B; Vol. 102, 1998, Seiten 10129 bis 10135); 

20 LaP0 4 :Eu, LaP0 4 :Ce, LaP0 4 :Ce,Tb; (H. Meyssamy, K. Riwotzki, A. Kornowski, S. 
Naused, M. Haase; Advanced Materials, Vol. 11, Issue 10, 1999, Seiten 840 bis 844); 
(K. Riwotzki, H. Meyssamy, A. Kornowski, M. Haase; Journal of Physical 
Chemistry B Vol. 104, 2000, Seiten 2824 bis 2828); ZnS:Tb, ZnS:TbF 3 , ZnS:Eu, 
ZnS:EuF 3 , (M. Ihara, T. Igarashi, T. Kusunoki, K. Ohno; Society for Information 

25 Display, Proceedings 1999, Session 49.3); Y 2 0 3 :Eu (Q. Li, L. Gao, D. S. Yan; 
Nanostructured Materials Vol. 8, 1999, Seiten 825 ff); Y 2 Si0 5 :Eu (M. Yin, W. 
Zhang, S. Xia, J. C. Krupa; Journal of Luminescence, Vol. 68, 1996, Seiten 335 ff); 
SiG 2 :Dy, Si0 2 :Al, (Y. H. Li, C. M. Mo, L. D. Zhang, R. C. Liu, Y. S. Liu; 
Nanostructured Materials Vol. 11, Issue 3, 1999, Seiten 307 bis 310); Y 2 0 3 :Tb (Y. L. 

30 Soo, S. W. Huang, Z. H. Ming, Y. H. Kao, G. C. Smith, E. Goldburt, R. Hodel, B. 
Kulkarni, J. V. D. Veliadis, R. N. Bhargava; Journal of Applied Physics Vol. 83, 



WO 01/86299 



-8- 



PCT/EP01/04545 



Issue 10, 1998, Seiten 5404 bis 5409); CdS:Mn (R. N. Bhargava, D. Gallagher, X. 
Hong, A. Nurmikko; Physical Review Letters Vol 72, 1994, Seiten 416 bis 419); 
ZnS:Tb (R. N. Bhargava, D. Gallagher, T, Welker; Journal of Luminescence, Vol 
60, 1994, Seiten 275 fit). 

5 

Einen Uberblick iiber die bekannten lumineszierenden anorganischen dotterten Mate- 
rialien und ihre Verwendung als technische Phosphore, die erne GroBe von einigen 
Mikrometern haben, gibt Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, WILEY- 
VCH, 6 th edition, 1999, Electronic Release, Kapitel ^Luminescent Materials: L 
10 Inorganic Phosphors" Die dort gegebene Ubersicht bezieht sich ausschiieBlich auf 
die fur die dort beschriebenen Anwendungen verwendbaren Materialklassen und 
nicht auf besondere Eigenschaften dieser Materialmen in Form von Nanoteilchen. 

Die erfindungsgemSBe Aufgabe besteht in der Bereitstellung einer Nachweissonde 
15 fur biologische Anwendungen, die wenige Nanometer groBe, anorganische, lumines- 
zierende Teilchen enthalt und nicht die oben beschriebenen Nachteile der aus dem 
Stand der Technik bekannten Marker auftveist 

Die Losung der erfindungsgemaBen Aufgabe besteht in einer Nachweissonde fiir 
20 biologische Anwendungen enthaltend lumineszierende anorganische dotierte Nano- 
teilchen (lad-Nanoteilchen), 

lad-Nanoteiichen sind mit Fremdionen derart dotiert, dass sie nach Anregung mit 
einer Strahlungsquelle durch Absorption und/oder Streuung und/oder Beugung dieser 

25 Strahlung oder durch Emission von Fluoreszenzlicht materialspezifisch nachgewie- 
sen werden konnen. Die lad-Nanoteilchen konnen durch schmal- oder breitbandige 
elektromagnetische Strahlung oder durch einen Teilchenstrahl angeregt werden. Der 
qualitative und/oder quantitative Nachweis der Teilchen erfolgt durch Messung einer 
Anderung der Absorption und/oder Streuung und/oder Beugung dieser Strahlung 

30 oder durch Messung von materialspezifischem Fluoreszenzlicht bzw. dessen Ande- 
rung. 
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Die lad-Nanoteilchen haben eine nahezu spharische Moiphologie mit Ausdehnungen 
im Bereich von 1 nm bis 1 (im, bevorzugt im Bereich von 2 nm bis 100 nm, beson- 
ders bevorzugt im Bereich von 2 nm bis unter 20 nxn und ganz besonders bevorzugt 
5 zwischen 2 nm und 10 nm. Unter Ausdehnungen wird der maximale Abstand von 
zwei auf der Oberflache eines lad-Teilchens liegenden Punkte verstanden. Die lad- 
Nanoteilchen konnen auch eine ellipsoidfSrmige Morphologie besitzen oder facetiert 
sein mit Ausdehnungen, die in den oben angegeben Grenzen liegen. Die lad- 
Nanoteilchen kdnnen daruber hinaus auch eine ausgepragte nadelfdrmige Morpholo- 
10 gie aufweisen mit einer Breife von 3 nm bis 50 nm, bevorzugt von 3 nm bis unter 
20 nm und einer Lange von 20 nm bis 5 \im, bevorzugt von 20 nm bis 500 nm. Die 
TeilchengroBe kann mit der Methode der Ultrazentrifugation, der Gelpermeations- 
chromatographie oder mittels Elektronenmikroskopie bestimmt werden. 

15 Im Sinne der Erfindung geeignete Materialien fur die lad-Nanoteilchen sind anorga- 
nische Nanokristalle, deren Kristallgitter (Wirtsmaterial) mit Fremdionen dotiert ist. 
Hierunter z&hlen insbesondere alle Materialien und Materialklassen, die als soge- 
nannte Phosphore z. B, in Leuchischirmen (z. B. fur Elektronenstrahlrdhren) oder als 
Beschichtungsmaterial in FJuoreszenzlampen (fur Gasentladungslampen) Verwen- 

20 dung finden, wie sie zum Beispiel in Ullmann's Encyclopedia of Industrial 
Chemistry, WILEY-VCH, 6 th edition, 1999 Electronic Release, Kapitel 
„Luminescent Materials: 1. Inorganic Phosphors" genannt sind, sowie die aus dem 
oben zitierten Stand der Technik bekannten lumineszierenden anorganischen 
dotierten Nanoteilchen. In diesen Materialien dienen die Fremdionen als Aktivatoren 

25 fur die Emission von Fluoreszenzlicht nach Anregung durch UV-> sichtbares oder IR- 
Licht, Rontgen- oder Gammastrahlen oder Elektronenstrahlen. Bei einigen 
Materialien werden auch mehrere Sorten von Fremdionen in das Wirtsgitter ein- 
gebaut, urn einerseits Aktivatoren fur die Emission zu erzeugen und um andererseits 
die Anregung des Teilchensystems effizienter zu gestalten oder um die Absoiptions- 

30 wellenlange durch Verschiebung an die Wellenlange einer gegebenen Anregungs- 
lichtquelle anzupassen (sogenannte Sensitizer). Der Einbau mehrerer Sorten von 
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Fremdionen kann auch dazu dienen, gezielt eine bestiminte Kombination von 
Fluoreszenzbanden, die von einem Teilchen emittiert werden sollen, einzustellea 

Das Wirtsmaterial der Iad-Nanoteilchen besteht vorzugsweise ans Verbindungen des 
5 Typs XY, Dabel ist X em Ration aus Elementen der Hauptgruppen la, 2a, 3a, 4a der 
Nebengruppen 2b, 3b, 4b, 5b, 6b, 7b oder der Lanihaniden des Periodensystems, In 
einigen Fallen kann X auch eine Kombination bzw. Mischung aus den genannten 
Elementen sein. Y kann ein mehratomiges Anion, enthaltend ein oder mehrere E3e- 
ment(e) der Hauptgruppen 3a, 4a, 5a, der Nebengruppen 3b, 4b, 5b, 6b, 7b und/oder 

10 8b sowie Elemente der Hauptgruppen 6a und/oder 7a, sein, Y kann aber auch ein 
einatomiges Anion aus der Hauptgruppe 5a, 6a oder 7a des Periodensy stems sein. 
Das Wirtsmaterial der lad-Nanoteilchen kann auch aus einem Element der Haupt- 
gruppe 4a des Periodensystems bestehen, Als Dotierung konnen Elemente der Haupt- 
gruppen la, 2a oder aus der Gruppe enthaltend Al, Cr, Tl, Mn, Ag, Cu, As, Nb, Nd, 

15 Ni, Ti, In, Sb, Ga, Si, Pb, Bi, Zn, Co und/oder Elemente der Lanthaniden dienen. 
Auch Kombinationen von zwei oddr mehreren dieser Elemente konnen in unter™ 
schiedlichen relativen Konzentrationen zueinander als Dotierungsmaterial dienen. 
Die Konzentration des Dotierungsmaterials im Wirtsgitter betrSgt zwischen 10~ 5 
mo)% und 50 mol%, bevorzugt zwischen 0,01 mol% und 30 mol%, besonders bevor- 

20 zugt zwischen 0, 1 mol% und 20 mol%, 

Bevorzugt werden Sulfide, Selenide, Sulfoselenide, Oxysulfide, Borate, Aluminate, 
Gallate, Silikate, Germanate, Phosphate, Halophosphate, Oxide, Arsenate, Vanadate, 
Niobate, Tantalate, Sulfate, Wolframate, Molybdate, Alkaiihalogenide sowie andere 
25 Halogenide oder Nitride als Wirtsmaterialien fur die lad-Nanoteilchen verwendet. 
Beispiele fur diese Materialklassen sind zusammen rnit den entsprechenden Dotie- 
rungen in der folgenden Liste angegeben (Materialien des Typs B:A mit B - Wirts- 
material und A = Dotierungsmaterial): 

LiLEu; NaI:Tl; CsIrTl; CsLNa; LiF:Mg; LiF:Mg,Ti; LiF:Mg,Na; KMgF 3 :Mn; 
30 Al 2 0 3 :Eu; BaFChEu; BaFChSm; BaFBr:Eu; BaFCl<uBro, 5 :Sm; BaY 2 F 8 :A (A - Pr, 
Tm, Er, Ce); BaSi 2 0 5 :Pb; BaMg2Al]6027:Eu; BaMgAl^C^Eu; 
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BaMgAl 1 00] 7".Eu; BaMgAl 2 0 3 :Eu; Ba 2 P20 7 :Ti; (Ba,Zn,Mg) 3 Si 2 0 7 :Pb; 

Ce(Mg,Ba)AlnOi 9; Ce 0) 65Tbo,35MgAl J iOi9 :C e,Tb; MgAl U 0 19 :Ce,Tb; 
MgF 2 :Mn; MgS:Eu; MgS:Ce; MgS:Sm; MgS:(Sm,Ce); (Mg,Ca)S:Eu; MgSi0 3 :Mn; 

3 5 5MgO-0,5MgF 2 -GeO2:Mn; MgW0 4 :Sm; MgW0 4 :Pb; 6MgOAs 2 0 5 :Mn; 
5 (Zn,Mg)F 2 :Mn; (Zn4Be)S04:Mn; Zn 2 Si04:Mn; Zn 2 Si04:Mn,As; ZnO:Zn; 

ZnO:Zn,Si,Ga; Zn 3 {P0 4 ) 2 :Mn; ZnS:A (A - Ag, Al, Cu); (Zn,Cd)S:A (A = Cu, Al, 

Ag, Ni); CdB04:Mn; CaF 2 :Mn; CaF 2 :Dy; CaS:A (A = Lanthanide, Bi); (Ca,Sr)S:Bi; 

CaW0 4 :Pb; CaW0 4 :Sm; CaS0 4 :A (A - Mn, Lanthanide); 

3Ca 3 (P04)2 Ca(F,Cl) 2 :Sb,M n ; CaSi0 3 :Mn,Pb; Ca 2 Al 2 Si 2 0 7 :Ce; (Ca,Mg)Si0 3 :Ce; 
10 (Ca,Mg)Si0 3 :Ti; 2SrO-6(B 2 0 3 )-SrF 2 :Eu; 3Sr 3 (P0 4 ) 2 -CaCI 2 :Eu; A 3 (P0 4 ) 2 ACl 2 :Eu 

(A - St, Ca, Ba); (Sr,Mg) 2 P 2 07:Eu; (Sr,Mg) 3 (P0 4 ) 2 :Sn; SrS:Ce; SrS:Sm,Ce; 

SrS:Sm; SrS:Eu; SrS:Eu,Sm; SrS:Cu,Ag; Sr 2 P 2 07:Sn; Sr 2 P 2 0 7 :Eu; 

Sr4Ali 4 025-:Eu; SrGa 2 S 4 :A (A = Lanthanide, Pb); SrGa 2 S 4 :Pb; 

Sr 3 Gd 2 Si 6 O t8 :Pb,Mn; YF 3 :Yb,Er; YF 3 :Ln (Ln - Lanthanide); YLiF 4 :Ln (Ln = Lan~ 
15 thanide); Y3Ai 5 0 12 :Ln (Ln = Lanthanide); YAl 3 (B0 4 ) 3 :Nd,Yb; (Y,Ga)B0 3 :Eu; 

(Y,Gd)B0 3 :Eu; Y 2 Al 3 Ga 2 0 12 :Tb; Y 2 Si0 5 :Ln (Ln - Lanthanide); Y 2 0 3 :Ln (Ln - 

Lanthanide); Y202S:Ln (Ln = Lanthanide); YV04:A (A = Lanthanide, In); 

Y(P,V)0 4 :Eu; YTa0 4 :Nb; YA10 3 :A (A - Pr, Tm, Er, Ce); YOCl:Yb,Er; 

LnP0 4 :Ce,Tb (Ln =» Lanthanide oder Mischnngen von Lanthaniden); LuV0 4 :Eu; 
20 GdV0 4 :Eu; Gd 2 0 2 S:Tb; GdMgB 5 O, 0 :Ce,Tb; LaOBr:Tb; La 2 0 2 S:Tb; LaF 3 :Nd,Ce; 

BaYb 2 F 8 :Eu; NaYF 4 :Yb,Er; NaGdF 4 :Yb,Er; NaLaF 4 :Yb,Er; LaF 3 :Yb,Er,Tm; 

BaYF 5 :Yb,Er; Ga 2 0 3 :Dy; GaN:A (A = Pr, Eu, Er, Tm); Bi 4 Ge 3 0, 2 ; LiNb0 3 :Nd,Yb; 

LiNb0 3 :Er; LiCaAlF 6 :Ce; LiSrAlF 6 :Ce; LiLuF 4 :A (A - Pr, Tm, Er, Ce); 

Li 2 B 4 0 7 :Mn, SiO x :Er,Al (0 < x < 2). 

25 

Besonders bevorzugt werden folgende Materialien als lad-Nanoteilchen verwendet: 
YV0 4 :Eu, YV0 4 :Sm, YV0 4 :Dy, LaP0 4 :Eu, LaP0 4 :Ce, LaP0 4 :Ce,Tb, 
LaP0 4 :Ce,Dy, LaP0 4 :Ce,Nd, ZnS:Tb, ZnS:TbF 3 , ZnSrEu, ZnS:EuF 3 , Y 2 0 3 :Eu f 
Y 2 0 2 S:Eu, Y 2 Si0 5 :Eu, Si0 2 :Dy, Si0 2 :Al, Y 2 0 3 :Tb, CdS:Mn, ZnS:Tb, ZnS:Ag, 
30 ZnS:Cu. Unter den besonders bevorzugten Materialien werden insbesondere diejeni- 
gen ausgewahlt, die eine kubische Gitterstruktur des Wirtsgitters besitzen, da bei 
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diesen Materialien die Zahl der einzelnen Fhioreszenzbanden minimal wird. Bei- 
spiele hierfiir sind; MgF 2 :Mrii ZnS:Mn, ZnS:Ag> ZnS:Cu, CaSiOaiLn, CaS:Ln t 
CaO:Ln, ZnS:Ln, Y 2 03:Ln, oder MgF 2 :Ln (Ln « Lanthaniden). 

5 Die einfache Nachweissonde enthSlt lumineszierende anorganische dotierte Nanoteil- 
chen (lad-Nanoteilchen), die nach Anregung mit einer Strahlungsquelle durch 
Absorption und/oder Streuung und/oder Beugung der Anregungsstrahlung oder durch 
Emission von Fluoreszenzlicht nachweisbar sind und deren Oberflache so prapariert 
ist f dass AfFmitatsmolekiHe zum Nachweis einer biologischen oder sonstigen organi- 
10 schen Substanz an diese praparierte Oberflache ankoppein konnen. 

Die Preparation der Oberflache kann darin bestehen, dass die Oberflache der lad- 
Nanoteilchen chemisch modifiziert ist und/oder reaktive Gruppen und/oder kovalent 
oder nicht-kovalent gebundene Verbindungsmolekiile aufweist. 

15 

Als Beispiel einer chemischen Modifikation der Oberflache des lad-Nanoteilchens 
sei die Umhiillung des lad-Nanoteilchens mit Silica genannt: Silica errnoglicht eine 
einfache chemische Konjugation von organischen Molekulen, da Silica sehr leicht 
mit organischen Linkern wie z.B* Triethoxysilanen oder Chlorsilanen reagiert 

20 

Eine weitere Mdglichkeit der Preparation der Oberflache der lad-Nanoteilchen be- 
steht darin, die oxidischen Ubergangsmetallverbindungen T aus denen die lad-Nano~ 
teilchen bestehen, mit Chlorgas oder organischen Chlorierungsagenzien in die ent- 
sprechenden Oxichloride zu iiberfuhrea Diese Oxichloride reagieren ihrerseits mit 

25 Nukleophilen wie z.B. Aminogruppen unter Bildung von Ubergangsmetallstickstoff- 
verbindungen. Auf diese Weise lasst sich zum Beispiel liber die Aminogruppen von 
Lysinseitenketten eine direkte Konjugation von Proteinen erzielen. Die Konjugation 
mit Proteinen nach der OberflSchenmodifikation mit Oxichloriden kann auch durch 
Verwendung eines bifunktionellen Linkers wie Maleimidopropionsaurehydrazid be- 

30 werkstelligt werden. 
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Fur nicht-kovalente Verkniipfungen eignen sich dabei besonders kettenformige 
Molekule mit einer der Oberflache des lad-Nanoteilchen entgegengesetzten Polaritat 
oder Ladung- Als Beispiele fiir Verbindimgsmolekule, die nicht-kovalent mit den 
lad-Nanoteilchen verknttpft sind, seien anionische, kationische oder zwitterionische 
5 Detergenzien, saure oder basische Proteine, Polyamine, Polyamtde oder Polysulfon- 
oder Polycarbonsauren genannt Die Adsorption dieser Molekule auf die Oberflache 
des lad-Nanoteilchens lasst sich durch einfache Koinkubation erzielen. Die Anbin- 
dung eines Affinitatsmolekuls an diese nicht-kovalent gebundenen Verbindungsmo- 
lekule kann dann mit Standardmethoden der Organischen Chernie erfolgen wie Oxi~ 
10 dation, Halogenierung, Alkylierung, Acyiierung, Addition, Substitution oder Ami- 
dierung des adsorbierten oder adsorbierbaren Materials. Diese Methoden zur Anbin- 
dung eines Affinitatsmolekuls an das nicht-kovalent gebundene Verbindungsmole- 
ktil, kann vor Adsorption an das lad-Nanoteilchen auf das Verbindungsmolekul 
angewendet werden, oder nachdem es bereits an das lad-Nanoteilchen adsorbiert isL 

15 

Nicht nur die Oberflache der lad-Nanoteilchen kann reaktive Gruppen aufweisen, 
sondern auch die angebundenen Verbindungsmolekul e konnen ihrerseits auch 
reaktive Gruppen aufweisen, die als Ankniipfungspunkte an der Oberflache des lad- 
Nanoteilchens oder an weiteren Verbindungsmolektilen oder Affinitatsmolekiilen 

20 dienen konnen. Solche reaktiven Gruppen, die sowohl geladen, ungeladen oder mit 
Partialladungen versehen sein koimen, konnen sowohl an der Oberflache der lad- 
Nanoteilchen als auch Teil der Verbindungsmolekule sein. Mogliche reaktive funk- 
tionale Gruppen konnen Aminogruppen, Carbonsauregruppen, Thiole, Thioether T 
Disulfide, Imidazole, Guanidine, Hydroxylgruppen, Indole, virinale Diole, 

25 Aldehyde, alpha-Haloacetyl gruppen, N-Maieimide, Quecksilberorganyle, Arylhalo- 
genide, Saureanhydride, Isocyanate, Isothiocyanate, Sulfonsaurehaiogenide, Imido- 
ester, Diazoacetate, Diazoniumsalze, 1 ,2-Diketone, alpha-beta-ungesattigte 
Carbonylverbindungen, Phosphonsauren, Phosphorsaureester, Sulfonsauren, Azolide 
oder Derivate der genannten Gruppen sein. 
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Auch Nukleinsauremolekiile konnen als Verbindungsmolekule dienen. Sie bilden die 
Verbindung zu einem Affinitatsmolekal, das seinerseits Nukteinsauremolekule mit 
zu den Verbindungsmolekiilen komplementaren Sequenzen enthalt 

5 Gegenstand der vorliegenden Erfmdung ist weiterhin die Bereitstellung einer erwei- 
terten Nachweissonde, die aus einer Kombination der einfachen Nachweissonde mit 
einem oder mehreren Affinitatssmolekulen oder mehreren miteinander gekoppeiten 
Affinitatsmolekulen besteht Diese Affinitatsmolekule bzw. die Kombination ver- 
schiedener Affmitatsmolekiile werden auf Basis ihrer spezifischen Affinitat gegen- 

10 liber der biologischen Substanz ausgew&ilt, urn deren Prasenz oder Abwesenheit 
nachzuweisen zu konnen. Es kann dabei jedes MolekOl oder jede Kombination von 
Molekiilen als Affmitatsmolekiile verwendet werden, die sich einerseits an die einfa- 
chen Nachweissonden konjugieren lassen und andererseits spezifisch an die nachzu- 
weisende bioiogische oder sonstige organische Substanz anbinden. Die einzelnen Be- 

15 standteile einer Kombination von Molekulen konnen gleichzeitig oder nacheinander 
auf die einfachen Nachweissonden aufgebracht werden. 

Generell konnen solche Affinitatssmolekliie verwendet werden, wie sie auch bei den 
im Stand der Technik beschriebenen fluoreszierenden organischen Farbstoffmoleku- 

20 len benutzt werden, um diese spezifisch an die nachznweisende bioiogische oder 
sonstige organische Substanz zu binden. Ein Affinitatssmolekiil kann ein mono- 
kionaler oder polyklonaler Antikorper, ein anderes Protein, ein Peptid, ein Oligo- 
nukleotid, ein Plasmid oder ein anderes Nukleinsauremolekiil, ein Oligo- oder Poly- 
saccharid oder ein Hapten, wie Biotin oder Digoxin oder ein niedermolekulares syn- 

25 thetisches oder naturliches Antigen sein, Eine Liste solcher Molekule sind in der 
aJlgemein zugSnglichen Literatur veroffentlicht, z. B, in ^Handbook of Fluorescent 
Probes and Research Chemicals* 1 (7 lh edition, CD-ROM) von R. P. Hauglund, Mole- 
cular Probes, Inc.. 

30 Die Affinitat der erweiterten Nachweissonde gegeniiber dem nachzuweisenden bio- 
logischen Agens ist im allgemeinen dadurch gegeben, dass die einfache Nachweis- 
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sonde mit einem - normalerweise organischen - Affmitafsroolekul gekoppelt ist, das 
die gewunschte Affinitat gegeniiber dem nachzuweisenden Agens besitzt Dabei 
werden reaktive Gruppen auf der Oberflache des Affmitatsmolekiils und der einfa- 
chen Nachweissonde genutzt, urn diese beiden kovalent oder nicht-kovalent zu bin- 
5 den. Reaktive Gruppen auf der OberflSche des Affmitatsmolekiils sind dabei Amino- 
gruppen, Carbons&uregruppen, Thioie, Thioether, Disulfide, Imidazole, Guanidine, 
Hydroxylgruppen, Indole, vicinale Diole, Aldehyde, alpha-Haloaceiylgruppen, N- 
Maleimide, Quecksiiberorganyle, Arylhalogenide, Saureanhydride, Isocyanate, 
Isothiocyanate, SulfonsSurehalogenide, Lmidoester, Diazoacetate, Diazoniumsalze, 
10 1 ? 2~Diketone, alpha-beta-ungesattigte Carbbonylverbindungen oder Azolide. Auf der 
Oberflache der einfachen Nachweissonde konnen die weiter oben beschriebenen 
Gruppen zur {Conjugation des Affinitatsmoleklils verwendet werden. 

Als eine unter vielen Mdglichkeiten, eine einfache Nachweissonde mit einem Protein 
15 als Affmitatsmolekul zu verkniipfen, sei die folgende Reaktion genannt. Ein Silika- 
iiberzogenes lad-Nanoteifchen reagiert mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (Pierce, 
Rockford, IL, USA) und es folgt anschliefiend eine SMCC-Aktivierung (Succinimi- 
dyl-4-[N-maleimidomethyl]-cyclohexan-l-carboxy]at) (Pierce). Die fur die Reaktion 
an dieses aktivierte lad-Nanoteilchen benotigten proteingebundenen Thiolgruppen 
20 konnen durch die Reaktion eines Lysin enthaltenden Proteins mit 2~IminothioIan 
(Pierce) erzeugt werden. Dabei reagieren Lysinseitenketten des zu konjugierenden 
Proteins mit 2-Iminothiolan unter Ringoffnung und Thioamidinbildung. Die dabei 
gebildeten, kovalent mit dem Protein verknupften Thiolgruppen vermogen dann in 
einer Hetero-Michael Addition mit den auf die Oberflache der einfachen Nachweis- 
25 sonde konjugierten Maleimidgruppen reagieren, um eine kovalente Bindung zwi- 
schen Protein als Affmitatsmolekul und der einfachen Nachweissonde auszubilden. 

Neben der oben genannten Moglichkeit, erweiterte Nachweissonden durch Kopplung 
aus Affmitatsmolekul und einfacher Nachweissonden zu bilden, gibt es zahllose 
30 andere Verfahren, die aus der bekannten Reaktivitat zahlreicher kauflicher Linker- 
Molekiile ableitbar sind. 
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AuBer kovalenten VerknQpfungen zwischen einfacher Nachweissonde und Affini- 
tatsmoJekiil sind nicht-kovalente, selbst-organisierte Verbindungen realisierbar. Als 
eine Moglichkeit sei hierbei die Verkniipfung von einfachen Nachweissonden mit 
5 Biotin als VerbindungsmolekQI mit Avidin- oder Streptavidin- gekoppelten Affmi- 
tatsmolekiilen genannt 

Eine weitere nicht-kovalente seibst-organisierte Verbindung zwischen einfacher 
Nachweissonde und Affmitatsmolekul besteht in der Wechselwirkung von einfachen 
10 Nachweissonden enthaltend NukleinsaurenioIekuSe mit koniplementaren Sequenzen, 
die auf die Oberflache eines Affinitatsmolekflls konjugiert sind, 

Eine erweiterte Nachweissonde kann auch dadurch gebildet werden, dass Nuklein- 
sauresequenzen direkt an die praparierte Oberflache einer einfachen Nachweissonde 
15 gebunden sind oder die reaktive Gruppe eines Affmitatsmolekiils bilden. Eine solche 
erweiterte Nachweissonde wird fur den Nachweis von NukleinsauremolekUlen mit 
komplementaren Sequenzen verwendet 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung 
20 einer einfachen Nachweissonde, ein Verfahren zur Herstellung der erweiterten 
Nachweissonde und ein Verfahren zum Nachweis einer besiimmten Substanz in 
einem biologischen Material. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung der einfachen Nachweissonde ent- 
25 halt die Schritte: 



a) Herstellung von lad-Nanoteilchen 

b) chemische Modification der Oberflache der lad-Nanoteilchen und /oder 

c) Herstellung reaktiver Gruppen auf der Oberflache der lad-Nanoteilchen 
30 und/oder 
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d) Verbindung eines oder mehrerer Verbindungsmolekule rciit der Oberflache 
der lad-Nanoteilchen durch kovalente oder nicht-kovalente Bindung, 

Bevorzugt 1st die Verteilungsbreite der Ausdehnungen der in Schritt a) hergestellten 
lad-Nanoteilchen auf einen Bereich von +A20 % einer mittleren Ausdehnung einge- 
schr&ikt 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung der erweiterten Nachweissonde 
enthalt die Schritte: 

e) Bereitstellung der einfachen Nachweissonde 

f) Modifikation der Oberflache eines Affinitatsmolekuls, urn reaktive Gruppen 
einzuflihren, die eine Konjugation rnit dem Verbindungsmolekiil erlauben 

g) Konjugation des aktivierten AffinitStsmolekuIs imd der einfachen Nachweis- 
sonde, 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zum Nachweis einer bestimmten Substanz in 
einem biologischen Material enthalt die Schritte: 

h) Zusammenfuhren der erweiterten Nachweissonde und des biologischen 
und/oder organischen Materials 

i) Abtrennung von erweiterten Nachweissonden, die keine Bindung eingegan- 
gen sind 

j) Belichtung des Materials mit einer elektromagnetischen Strahlung oder mil 
einem Teilchenstrahl 

k) Messung des Fluoreszenzlichtes oder Messung der Absorption und/oder 
Streuung und/oder Beugung der Strahlung oder der Anderung derselben. 

Zum Nachweis eines Analyten in einem zu untersuchenden biologischen Material, 
wird die erweiterte Nachweissonde mil einem zu untersuchenden Material kontak- 
tiert Bei dem zu untersuchenden biologische Material kann es sich urn Serum, 
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Zellen, Gewebeschnitte, Ruckenmarksflussigkeit, Sputum, Plasma, Urin oder jede 
andere beliebige Probe humanen, tierischen oder pflanzlichen Ursprungs handeln* 

Dabei sollte der zu untersuchende Analyt vorzugsweise bereits immobilisiert sein 
5 oder sich in einer simultan oder konsekutiv ablaufenden Bildung supermolekularer 
Verb&nde immobilisieren lassen. Beispiel fur solche Immobilisierungen ist ein 
EUSA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) bei dem die zu detektierenden 
Antigene durch adsorbierte oder anderweitig gebundene Erstantikorper spezifisch an 
einer festen Phase angebunden sind. Eine Immobilisiening des zu detektierenden 
10 Antigens ist auch leicht realisierbar, wenn es in einem existierenden Zellverband, wie 
einem Gewebeschnitt, oder in auf einer Unterlage fixierten Einzelzellen enthalten ist 

Bringt man den derartig immobilisierten Analyten mit den erweiterten Nachweisson- 
den in Kontakt, so werden diese iiber das in ihnen enthaltene Affinitatsmolekul spezi- 

15 fisch an den Analyten anbinden* Ein Uberschuss an erweiterten Nachweissonden 
lasst sich leicht wegwaschen, und es verbleiben nur spezifisch gebundene erweiterte 
Nachweissonden in derzu untersuchenden Probe. Bei Bestrahlung der so vorbereite- 
ten Probe mit einer geeigneten Energiequelle iassi sich die Anwesenheit der erwei- 
terten Nachweissonde, die das lad-Teilchen enthalt, durch die Detektion des emittier- 

20 ten Fluoreszenzlichtes oder durch die Messung von Anderungen in der absorbierten, 
gestreuten oder gebeugten Strahiung nachweisen, Damit wird das Vorhandensein 
derjenigen biologischen und/oder organischen Substanzen detektiert, die eine ge- 
eignete Affinitat gegeniiber der erweiterten Nachweissonde aufweisen. Auf diese 
Weise lassen sich Substanzen unabhangig von ihrer chemischen Natur in einem 

25 Assay qualitativ und quantitativ nachweisen, solange ein anderes Molekul mit einer 
gentigend hohen Affinitat ihnen gegeniiber existiert. Die erweiterten Nachweisson- 
den sind dadurch spezifisch, dass an der Oberflache der in ihnen enthaltenen ein- 
fachen Nachweissonden ein solches Affinitatssmolekul angebunden ist, das eine 
hohe spezifische Bindungskonstante mit der nachzuweisenden biologischen Substanz 

30 besitzt Auf diese Weise lassen sich auch bestimmte Zelltypen (zum Beispiel Krebs- 
zellen) nachweisen. Dabei konnen zelltypspezifische Biomolekiile, auf der Zellober- 
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flSche oder auch im Inneren der Zelle mit den Nachweissonden markiert und optisch 
iiber em Mikroskop oder liber ein Flow Cytometer nachgewiesen werden. 

Nach dem oben beschriebenen Nachweisprinzip konnen auch mehrere verschiedene 
5 Analyte gleichzeitig in einem biologischen und/oder organischen Material nachge- 
wiesen werden (Multiplexing), Dies geschieht indem das zu untersuchende biolo- 
gische und/oder organische Material gleichzeitig mit verschiedenen Nachweissonden 
in Verbindung gebracht wird. Die verschiedenen Nachweissonden unterscheiden sich 
dadurch voneinander, dass ihre Affinitatsmoiekule an verschiedene Analyte anbinden 
10 und die in ihnen enthaltenen lad-Nanoteilchen bei verschiedenen Wellenlangen ab- 
sorbieren, streuen y beugen oder Fluoreszenzlicht emitticren. 

Die erfindungsgemSBe Nachweissonde ist stabil gegeniiber der eingestrahiten Ener- 
gie sowie stabil gegeniiber Sauerstoff oder Radikalen. Das Material, aus dem die er- 

15 findungsgemaBen Nachweissonden bestehen, ist nicht-toxisch oder nur gering 
toxisch, Eine sehr enge Verteilungsbreite der GroBe der lad-Nanoteilchen ist nicht 
notwendig, da die spektrale Lage der Fluoreszenzbanden und deren Bandbreiten von 
der Dotierung und nicht wesentlich von der GroBe der lad-Nanoteilchen abhangt 
Ebenso ist keine anorganische HUlle um die Teilchen zur Stabilisierung der Fluores- 

20 zenzausbeute erforderlich, Sie kann jedoch zur Erleichterung der Konjugationsche- 
mie verwandt werden. Ein weiterer Vorteil ist, dass die Anregung durch eine einzige 
breit- oder schmalbandige Strahlungsquelle erfolgen kann, da die Absorptionswellen- 
lange der anregenden Strahiung bzw. die Anxegungswelienlange der Teilchen nicht 
mit der Emissionswellenlange korreliert ist. AuBerdem erlaubt eine zeitaufgeldste 

25 Fluoreszenzrnessung die Trennung des spezifischen Fiuoreszenzlichtes von unspezi- 
fischer Hintergrundfluoreszenz, da die Lebensdauer des durch die auBere Strahlungs- 
quelle angeregten Zustandes in dem lad-Teilchen, der dann zur Lichtemission fiihrt, 
meist wesentlich langer ist als die der Hintergrundfluoreszenz, 

30 Die Verwendung der erfmdungsgemaBen Nachweissonde und des erfmdungsge- 
maflen Verfahrens liegt vorzugsweise in der medizinischen Diagnostik und in der 
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Screeningtechnik, insbesondere dort, wo die Markierung spezifischer Substanzen 
zum Zwecke ihres Nachweises, ihrer Lokalisierung und/oder ihrer Quantifizierung 
eine besondere Rolle spielt. Dazu zahlen der Nachweis spezifischer AntikGrper in 
diagnostischen Assays, die mit Blut oder anderen Korpermaterialien durchgefiihrt 
5 werden. Die erfindungsgemSBen Nachweissonden konnen aber auch in der zelhilaren 
Analytik verwendet werden, das heifit zum Nachweis spezieller Zellen, wie Krebs- 
zeilen. Bei den genannten Verwendungsmdglichkeiten bieten die erfmdungsgexnaBen 
Nachweissonden besondere Vorteile, da hier die Moglichkeit des Multiplexing, also 
der simultane Nachweis verschiedener Antigene in einem Assay oder sogar in einer 
10 einzigen Zelle, ausgenutzt werden kann. 
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Beispiele 

Bcispiel 1 : Die Herstellung von lad-Nanoteilchen bestehend aus YV0 4 :Ln 

5 Der erste Schritt besteht in der Bereitstelkmg von YV0 4 :Lm YV0 4 :Ln karm nach 
dem in K. Riwotzki, M. Haase; Journal of Physical Chemistry B; Vol. 102, 1998, 
Seite 10130, linke Spalte angegebenen Verfahren hergestellt werden. In einem 
Tefionbehalter wird 3,413 g Y(N0 3 ) 3 '6H 2 0 (8,9 nunol) und 0,209 g Eu(N0 3 ) 3 *6H 2 0 
(0,47 mmol) in 30 ml destilliertem Wasser gelost. Dazu wird unter Riihren 2,73 g 

10 Na 3 (VO4)10H 2 O, das in 30 ml destilliertem Wasser gelost wurde, gegeben, Nach 20 
min weiterem Rtihren wird der Teflonbehalter in einen Autoklaven gestellt und unter 
weiterem Riihren auf 200 P C erhitzt Nach lh wird die Dispersion aus dem Autokla- 
ven entnommen und bei 3000g 10 min zentrifiigiert. Der Feststoffanteil wird extra- 
hiert und in 40 ml destilliertem Wasser aufgenommen, 3220 g einer wassrigen 1- 

15 Hydroxyethan-l,l~Diphophonsaure-L5sung (60 Gew.-%) wird zu der Dispersion ge~ 
geben (9,38 mmol). Zur Entfermmg von Y(OH) 3 , das sich aus uberschussigen 
Yttriumionen gebildet hat, wird der pH-Wert mit HN0 3 auf 0,3 eingestellt und ih 
geriihrL Dabei bildet sich kolloidales V^Os, das sich durch eine r6tliche Farbung der 
Losung bemerkbar macht Danach wird der pH-Wert mit NaOH auf 12,5 eingestellt 

20 und iiber Nacht in einem geschlossenen Behalter geriihri Die resultierende weifie 
Dispersion wird dann bei 3000g fur 10 min. zentrifiigiert und der IJberstand mit 
semen Nebenprodukten entfernt Der Niederschlag besteht aus YVO^Eu und kann 
mit 40 ml destilliertem Wasser aufgenommen werden, 

25 Zur Isolation der Nanoteilchen, die kleiner als ca. 30 nm sind, wird die Dispersion 
bei 3000g ftir 10 min. zentrifiigiert, der Uberstand dekantiert und zuriickgestellt 
AnschlieBend wurde der Niederschlag noch einmal mit 40 ml destilliertem Wasser 
aufgenommen, bei 3000g ftir 10 min, zentrifiigiert und der Uberstand dekantiert. 
Dieser und der zurtickgestellte Uberstand wurden zusammen gegeben und bei 

30 60000g 10 min zentrifiigiert Der hieraus resultierende Uberstand enthait die ge- 
wunschten Teilchen. Nach einem weiteren Dialyseschritt (Dialyseschlauch Serva, 
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MWCO 12-14 kD) erhalt man eine kolloidale Losung, aus der durch Trocknung 
mit einem Rotationsverdampfer (50°C) em redispergierbares Pulver gewonnen wer~ 
den kann. 

5 BgjgBjej 2 : Die Herstelluug von lad-Nanoteilchen bestehend am LaPO^Eu 

Der erste Schritt besteht in der Bereitstellung von LaPO^Eu, LaPO^Eu kann nach 
dem in R Meyssamy, JL Riwotzki, A. Kornowski, S. Naused, M. Haase; Advanced 
Materials, Vol 1 1, Issue 10, 1999, Seite 843, rechte Spalte unten bis Seite 844, linke 

10 Spalte oben angegebenen Verfahren hergestellt werden. In einem Teflontopf wird 
12,34 g La(N0 3 y6H 2 0 (28,5 mmol) und 0,642 g Eu(N0 3 )y5H 2 0 (1,5 mmol) in 
50 ml destilliertem Wasser geldst und in 100 ml NaOH (1 M) gegeben. Dazu wird 
unter Riihren eine Losung aus 3,56 g (NH 4 )2HP0 4 (27 mmol) in 100 ml destilliertem 
Wasser gegeben. Die Losung wird mit NaOH (4 M) auf pH 12,5 eingestellt und in 

15 einem Autoklaven 2 h bei 200°C unter kraftigem Riihren erhitzt. Die Dispersion wird 
dann bei 3150g 10 mm. zentrifugi ert und der Uberstand entfemt. Ura unerwiinschtes 
La(OH) 3 zu entfernen, wird der Niederschlag in HNO3 (1M) dispergiert und 3 Tage 
geriihrt (pH I), Danach wird die Dispersion zentrifugiert (3150g, 5 min) und der 
Uberstand entfemt. Dem Zentrifugat wird unter Riihren 40 ml destilliertes Wasser 

20 zugesetzt. 

Die milchige Dispersion enthalt noch eine breite GroBenverteilung. Zur Isolation der 
Nanoteilchen, die kleiner als ca. 30 nm sind, werden in vollstandiger Analogic zu 
Beispiel 1 entsprechende Zentrifogations- und Dekantienmgsschritte nachgeschaliet 

Beispiel 3 : Die Herstellung vob lad-Nanoteitchen bestehend aus LaP0 4 :Ce,Tb 

Der erste Schritt besteht in der Bereitstellung von LaPO^Ce.Tb. 300 ml Trisethyl- 
hexylphosphat werden in einem trockenen Stickstoff-Gasstrom gespillt. An- 
30 schlieflend werden 7,43 g LaCl 3 *7H 2 Q (20 mmol), 8,38 g CeCl 3 »7H 2 0 (22,5 mmol) 
und 2,8 g TbCl3»6H 2 0 (7,5 mmol) in 100 ml Methanol gelost und hinzugegeben. 
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Danach wird Wasser und Methanol durch Heizen der Losung auf 30°C bis 40°C im 
Vakuum abdestilliert Eine frisch hergestellte LOsung bestehend aus 4 ? 9 g kristalliner 
Phosphorsaure (50 mmol), die in einer Mischung aus 65,5 ml Trioctylamin (150 
mmol) und 150 ml Trisethylhexylphosphat gelost wurden, werden anschlieflend bin- 
5 zugegeben. Die klare Lcisung muss rasch in ein zu evakuierendes GefaB gestellt und 
mit Stickstoff-Gasstrom gespult werden, um die Oxidation von Ce 3+ bei einer 
Temperaturerhohung zu minimieren. Anschliefiend wird die Losung auf 200°C 
erhitzt, Wahrend der Heizphase werden einige der Phosphorsaureester-Gruppen ge- 
spalten, was zu einer allmahlichen Eraiedrigung der Siedepunktes fuhxt Die Heiz- 
10 phase wird beendet, wenn die Temperatur auf 175°C fallt (ca. 30 bis 40 h), Nachdem 
die Losung auf Zimmertemperatur abgekuhlt ist, wird ein 4-facher Uberschuss an 
Methanol hinzugegeben, was zu einer Ausfallung der Nanoteilchen fuhrt Der Nie~ 
derschlag wird abgetrennt, mit Methanol gewaschen und getrocknet 

* 5 Bcisoicl 4 : Die Herstelhing von lad-Nanofeilchen bestehend aus LaP0 4 :Eu 

490 mg (5,0 mmol) kristalline Phosphorsaure und 6,5 ml (15 mmol) Trioctylamin 
werden in 30 ml Trisethylhexlphosphat geI6st. AnschlieBend werden 1,76 g 
La(N0 3 ) 3 »7H 2 0 (4,75 mmol) und 92 mg EuCl3*6H 2 0 (0,25 mmol) in 50 ml Tris- 

20 ethylhexlphosphat gelost und mit der ersten Losung vereint Die resultierende Lo- 
sung wird unter Vakuum entgast und anschlieBend fur 16 h unter Stickstoff bei 
200°C geheizt W&hrend der Heizphase werden einige der Phosphorsaureester- 
Gruppen gespalten, was zu einer allmahlichen Emiedrigung der Siedepunktes fiihrt 
Die Heizphase wird beendet, wenn die Temperatur auf 180°C fallt Nachdem die 

25 Losung auf Zimmertemperatur abgektihlt ist, wird Methanol hinzugegeben, was zu 
einer Ausfallung der Nanoteilchen fUhrt. Der Niederschlag wird mit Hilfe einer 
Zentrifuge abgetrennt, mit Methanol zweimal gewaschen und getrocknet 
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Beispiel 5 : Umhiillung der in Beispiel 2 dargestelltea Nanopartikel mit eiiier 
Si0 2 Hiille 

1 g der nach Beispiel 2 hergestellten LaPO^Eu-Nanoteilchen werden unter intensi- 
5 vem Riihren mit einem Magnetruhrer bei 900 Upm in 100 ml Wasser gegeben und 
mit Tetrabutylammoniumhydroxid auf einenpH-Wert von 12 eingestellt. Die Disper- 
sion wird dann unter intensivem Ruhren mit 500 mg Natrium- Wasserglas (26,9% 
S1O2; 8,1 % Na20) versetzt. AnschlieBend werden ebenfalls unter intensivem Rtih- 
ren tropfenweise 50 ml Ethanol hinzugegeben* Der entstandene Niederschlag wird 
10 abzentrifugiert und der Riickstand in 50 ml deionisiertem Wasser im Ultraschallbad 
redispergiert. Die Dispersion wird dann durch Dekantieren vom nicht dispergierten 
Anieil getrennt und mit Hilfe eines Roiationsverdampfers bei einem Drock von 10 
mbar und einer Temperatur von 80°C getrocknet. 

15 Beispiel 6 : Die Konjugation von den in Beispiel 5 dargestellten Nanopartikeln 
mit anti-a-Aktin Antikorpern 

100 mg der in Beispiel 5 synthetisierten Silika-umhiillten Nanoteilchen werden in 10 
mL trockenem Tetrahydroforan (THF) dispergiert und mit 100 N-Methyl~ 

20 morpholin versetzt. Zu der Losung gibt man 0.5 mL einer 10%igen Lfisung von 3- 
Aminopropyltriethoxysilan in THF. Die Losung wird im fest verschlossenen GefaB 
iiber Nacht bei 40°C gerOhrt Die Losung wird mit 5 mL Wasser versetzt, 1 b bei 
Raumtemperatur nachgeiiihrt und mit einer Glassfritte (4G, Schott) von eventuell 
ausgefallenem Material abfiltiert. Das Filtrat wird in Utrafiltrationsrohrchen (Centri- 

25 con, Arnicon, AusschlussgroBe 10, kD) in TSE7-Puffer umgepuffert. (TSE7: 100 
mmol Triethanolamin, 50 mmol Natriumchlorid, 1 mmol EDTA in Wasser, pH 73). 
Das Zielvoiumen betragt 2 mL, der Austauschfaktor 1000. Die von der Ultrafiltra- 
tionsmembran zuriickgehaltenen amino-aktivierten Nanopartikel in 2 mL TSE7 Puf- 
fer werden mit 500 \iL einer 20 mmol Losung von sSMCC (Sulfosuccimidyl-4~[N- 

30 maleimidomethyl]cyclohexancarboxylat (Pierce, Rockwell, IL, USA) versetzt und 60 
Minuten bei 25°C geriihrl Die erhaltene Mischung wird wie oben beschrieben in 10 
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kD Centriconrohrchen in TSE7 Puffer umgepuffert und auf 2 mL eingeengt Dieser 
Schritt wird bei 5°C durchgefiihrt. Die erhaltene LSsung ist im Kiihlschrank 12 h 
stabik 10 mg monoclonaler anti Aktin Antikorper (Sigma) werden mit Centricon 
Ultrafiltrationsrohrchen (AusschlussgroBe 50 kD) in TSE8 Buffer uberfuhrt (Aus- 

5 tauschfaktor 1000, TSE8: (100 mmol Triethanolamin, 50 mmol Natriumchlorid, 1 
mmol EDTA in Wasser, pH 8,5), Die Proteinkonzentxation wird auf 7-8 mg/mL ein- 
gestellt Zu der Antikorperlosung gibt man 150 ^iL einer 10 mM Losung von 2- 
Imminothiolan in TSE8 Puffer und lasst die Mischung 15 Minuten reagieren, Der so 
Thiol-akiivierte Antikorper wird wie oben beschrieben bei 4°C mit TSE8 Puffer 

10 umgepuffert, urn nicht reagierte Aktivatormolekule zu entfernen und auf 2 mL ein- 
geengt. Die aktivierten Nanopartikel und den aktivierten Antikorper enthaltenden L6- 
sungen werden vereinigt und bei Raumtemperatur iiber Nacht geruhrt Die so erhal- 
tene Dispersion des erweiterten Nachweisteilchen wird von nicht umgesetztem 
Antikorper durch Gelmemieationschromatographie auf Superdex 200 (Pharmacia) 

15 gereinigt AIs Laufpuffer wird TSE7 verwendet. Die Retentionszeit fur den unkonju- 
gierten erweiterten lad-Nanopartikel betragt etwa 2 Stunden. 

Beispiel 7 : Die Konjugation von in Beispiel 1 dargcstellten lad~Nanopartakeln 
mit anti Myoglobin Antikorpern 

20 

100 mg der in Beispiel 1 dargestellten Vanadat-Nanopartikel werden in einem Glas- 
rohr im Argonstrom mit einem Heizband erhitzt. Nach Ausheizen der Partikel fur 
etwa eine Stunde werden dem Gasstrom fur etwa 3 mm 3-5 Vol.% Chlorgas zudo- 
siert. Die erforderiiche Reaktionszeit hangi wesentiich von der PartikelgroBe ab und 

25 sollte daher eventuell mit derselben Charge von Nanopartiketa austitriert werden. 
Man lasst die Partikel im Argonstrom abkiihlen und gibt die partiell chlorierten 
Nanopartikel in 5 mL einer 50 mM Losung von N-Maleimidopropionsaurehydrazid 
(Pierce) und riihrt iiber Nacht bei 20°C Die so erhaltene Losung wird am Rotations- 
verdampfer bei Raumtemperatur eingeengt und wie in Beispiel 6 beschrieben mit 

30 Ultrafiltrationsrohrchen in TSE7 umgepuffert. Die erhaltene Dispersion ist bei 5°C 
12 h stabil. 10 mg polyklonaler Kaninchen anti-Myoglobin Antikorper (Dako) wer- 
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den mit Centricon UltrafiltrationsrShrchen (Ausschlussgrofie 50 kD) in TSE8 Buffer 
uberfiihrt (Austauschfaktor 1000, TSE8: {100 mmol Triethanolamin, 50 mmol Natri- 
umchlorid, 1 mmol EDTA in Wasser, pH 8.5). Die Proteinkonzentration wird auf 7-8 
mg/mL eingestellt Zu der Antikorperlosung gibt man 150 \xh einer 10 mM Losung 
5 von 2-Imminothiolan in TSE8 Puffer und lasst die Mischung 15 Minuten reagieren. 
Der so Thiol-aktivierte Antikorper wird wie oben beschrieben bei 4°C mit TSE8 Puf- 
fer umgepuffert, urn nicht reagierte Aktivatormolekiile zu entfernen und auf 2 mL 
eingeengt Die aktivierten Nanopartikel und den aktivierten Antikorper enthaltenden 
Losungen werden vereinigt und bei Raumtemperatur uber Nacht geriihrt. Die so er» 
10 haltene Dispersion des erweiterten Nachweisteilchen wird von nicht umgesetztem 
AntikSrper durch Gelmermeationschromatographie auf Superdex 200 (Pharmacia) 
gereinigt Als Laufpuffer wird TSE7 verwendeL Die Retentionszeit fur den erweiter- 
ten lad-Nanopartikel betrSgt etwa 2 Stunden. 

15 Beisoiel 8 : Vtsualisierung von Aktin Filamenten in Kaninchen Muskelzellen 
durch Nanopartikel Fluoreszenz 

Ein mit einem Gefriermicroton geschnittener Dtinnschnitt eines Kaninchenmuskels 
wird auf einen Objekttrager aufgebracht und fur 3 Minuten in eiskalten Ethanol 

20 fixiert Der auf den Objekttrager aufgebrachte Dtinnschnitt wird anschlieBend zwei 
Mai mit PBS-Tween Buffer (137 mM NaCl, 2,7 mM KCU0.1 mM Na2HP04 ? L8 
mM, KH2P04, 0.1 % Tween 20) gewaschen und dabei fur jeweils 5 min in dem 
Waschpuffer belassen. Zur Verringerung der nicht spezifischen Bindung wird der 
Diinnschnitt 30 min bei 20°C in einer Losung von 1.5 % Schafserum in PBS-Tween 

25 Puffer inkubiert und der DQnnschniti wie oben beschrieben zwei Mai gewaschen. Die 
in Beispiel 6 beschriebene Losung des erweiterten Nachweisteilchens wird 1:100 mit 
PB3-3 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCU0.1 mM Na2HP04 7 1.8 mM, KH2P04, 0.1 % 
Tween 20, 1,5% Schafserum) verdunnt und der Diinnschnitt in dieser L6sung bei 
20°C eine Stunde inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wird sie wie oben be- 

30 schrieben gewaschen. Die Detektion erfoigt nach Anregung mit einem Argon lonen 
Laser bei Wellenlangen zwischen 333 nm und 364 nm durch Messung des Fluores- 
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zenzlichts bei einer Wellenlange von 591 im Benutzt wurde hierffir ein Konfokales 
Laserscanning Mikroskop der Firma Leica, Typ TCS NT . 

Beispiel 9 : Nachweis von Myoglobin in humanem Serum durch Nanopartikel 
5 Fluoreszenz 

Monoklonaler anti Myoglobin Antikdrper (BiosPacific) werden in einer Konzentra- 
tions von 5 mg/L in C Puffer gelost (100 mmol Natriumcarbonat in Wasser, pH 9.0. 
Jeweils 200 }iL dieser Losung werden in 96 Wells einer Standard Polystyrol ELISA 

10 Platte (Greiner) pipettiert, die Platte versiegelt und 2 h bei 37°C inkubiert Die Platte 
wird ausgeklopft und mit 200 pL einer 1% BSA Losung (Bovines Serum Albumin) 
in TSE7 Puffer (siehe Beispiel 6) geblockt. Man wascht drei mal mit je 250 pL 
TSET7 Puffer (100 mmol Triethanolamin, 50 mmol Natriumchlorid, 1 mmol EDTA, 
0.1% Tween 20 in Wasser, pH 73. Man pipettiert jeweils 100 pL eines 6-Level 

15 Myoglobin Kalibrators (Bayer Immuno 1) und Humanseren in die unterschiedlichen 
Wells der Mikrotiterplatte und lfisst 2h bei Raumtemperatur inkubieren. Die Analyt- 
Idsungen werden aus der Platte aus pipettiert und die Platte drei mal wie oben be- 
schrieben gewaschea Zu jedem Well gibt man etwa 1 pg der in Beispiel 7 darge- 
stellten erweiterten anti Myoglobin Nachweissonde, dispergiert in 100 pL TSE7, 

20 Man lasst 1 h bei Raumtemperatur inkubieren, wascht drei mal mit TSET7. Der 
Readout des ELISAs erfolgt durch Messung der lad»Nanopartikelfluoreszenz in 
einem Mikrotiterplattenleser (Tecan). 

Beispiel 10 : Losen der in Beispiel 3 dargestellten Nanopartikel in Wasser durch 
25 Umsetzung von Ethylen- oder Polyethylenglykol 

1 g der in Beispiel 3 hergestellten LaPO^Ce/Tb (-5 mMol) werden mit 100 ml 
Ethylenglykol (~2 Mol) (alternativ konnen auch Polyethylenglykole verschiedener 
Kettenlange, HO»(CH 2 -CH 2 -0) n -OH J wobei n - 2 - 9, verwendet werden) und 100 
30 mg ParatoIuoIsulfonsMure unter Rtihren und Stickstoff auf 200°C erhitzt Dabei Idsen 
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sich die Partikel und bleiben auch nach Abkiihlen auf RT in Ldsung. AnschlieBend 
wird gegen Wasser ttber Nacht dialysiert (cut off MW 1 0-20.000). 

Beispiel 11 : Funktionalisierung von in Beispiel 10 hergestellten Nanopartikcin 
5 durch Oxidation 

Zu lOOmg (0,5 mMol in 20 ml Wasser) der in Beispiel 10 dargestellten Nanopartikel 
wird unter Rlihren zunSchst 0.5 mL 96~98%ige Schwefelsaure dazugegeben. 
Tropfenweise wird lmM KMn0 4 L5sung dazugegeben. bis keine Entfarbung der 
10 violetten Farbe mehr auftritt Man gibt anschiieBend nochmals dieseibe Menge 
KMnCV L6sung hinzu und laJit xiber Nacht bei Raumtemperatur nachrtihren (>12 h). 
Uberschussiges Permanganat wird durch tropfenweise Zugabe von frisch bereiteter 
lmM Natriumsulfit Losung reduziert Nacht wird gegen 0,1 M MES, 0,5M NaCl, pH 
6,0 dialysiert. 

15 

Beispiel 12 : Die Konjugation von in Beispiel 11 dargestellten Nanopartikeln an 
anti-Bio tin Antikorper 

lmg (SnMol) der in Beispiel 11 dargestellten carboxy-funktionalisierten Nano- 
20 partikel in lmL Puffer (0.1 M MES, 0.5 M NaCl, pH 6) werden .0,4 mg EDC 
(~2mM) und 1,1 mg (~5mM) suIfo-NHS (beide Pierce; Rockford, IL) gegeben und 
jRir 15 min bei RT geruhrt Das nicht umgesetzte EDC wird durch Zugabe von 1,4^1 
2-Mercaptoethanol (Endkonzentration 20mM) inaktiviert Polyklonaler Ziege 
anti.Biotin Antikorper (Sigma) wird in der gleichen molaren Menge (SnMol) in 
25 Aktivierungs- Puffer (0,1M MES, 0,5M NaCl, pH 6,0) hinzugefugt und das Gemisch 
fur 2 Std. bei RT geriihrt Die Reaktion wird durch Zugabe von Hydroxylamin (End- 
konzentration von lOmM) gestoppt. Die so erhaltene Losung der erweiterten Nach- 
weisteilchen wird von nicht umgesetzten Antikorper durch Gelmermeations- 
chromatographic auf Superdex 200 (Pharmacia) gereinigt. Als Laufpuffer wird 
30 Aktivierungs-Puffer verwendet Die Retentionszeit fur den erweiterten lad-Nano- 
partikel betragt etwa 2 Stunden. 
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Fatentanspriiche 

1. Einfache Nachweissonde enthallend lumineszierende anorganische dotierte 
Nanoteilchen (lad-Nanoteilchen), die nach Anregung mit einer Strahlungs- 

5 quelle durch Absorption und/oder Streuung und/oder Beugung der Aure- 

gungsstrahlung oder durch Emission von Fluoreszenzlicht nachweisbar sind 
und deren Oberflache so prapariert ist, dass Affmitatsmolekule zum Nachweis 
einer biologischen oder sonstigen organischen Substanz an diese prSparierte 
Oberflache ankoppeln konnen. 

10 

2. Einfache Nachweissonde nach Anspruch 1 7 dadurch gekennzeichnet, dass die 
Oberflache der lad»Nanoteilchen chemisch modifiziert ist und/oder kovalent 
oder nicht-kovalent gebundene Verbindungsmolekiile und/oder reaktive 
Gruppen aufweist 

15 

3. Einfache Nachweissonde nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
chernische Modifikation der Oberflache in einer Httlle aus Silika urn die 
Oberflache des lad-Nanoteilchens besteht 



20 4, Einfache Nachweissonde nach Anspruch 2> dadurch gekennzeichnet, dass die 
chemische Modifikation in Oxichloriden besteht, die durch die Behandlung 
von iad-Nanoteilchen bestehend aus oxidischen Ubergangsmetallverbindun- 
gen mit Chlorgas oder organischen Chlorierungsagenzien entsteht. 

25 5. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspniche 2 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Verbindungsmoiekiil ein oder mehrere kettenformige Mole- 
kiile mit einer der Oberflache des lad~Nanoteilchens entgegengesetzten Pola- 
rity oder Ladung nicht-kovalent mit der Oberflache der lad-Nanoteilchen ver- 
bunden sind. 



30 
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6. Einfache Nachweissonde nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
kettenfdrmigen Molekule anionische, kationische oder zwitterionische Deter- 
genzien, saure oder basische Proteine, Polyamine, Poly amide oder Polysul- 
fcn- oder Polycarbonsauren sind. 

7. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 2, 5 oder 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Oberflache und/oder die mit der Oberflache des lad- 
Nanoteilchens verbundenen Verbindungsmolekiile reaktive neutrale, geladene 
oder partialgeladene Gruppen wie Aminogruppen, Carbonsauregruppen, 
Thiole, Thioether, Disulfide, Imidazole, Guanidine, Hydroxylgruppen, Indole, 
vicinale Diole, Aldehyde, alpha-Haloacetylgruppen, N-Maleirnide, Queck- 
silberorganyle, Arylhalogenide, Saureanhydride ? Isocyanate, Isothiocyanate, 
Sulfonsaurehalogenide, Imidoester, Diazoacetate, Diazoniumsalze, 1,2-DJ- 
ketone, alpha-beta-ungesattigte Carbonylverbindungen, Azolide, Phosphon- 
sauren, Phosphorsaureester oder Derivate der genannten Gruppen tragen, 
wobei diese reakfiven Gruppen eine chemische Bindung mit weiteren Verbin- 
dungsmolekiilen oder Affmitatsmolekiilen erlauben. 

8. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 2 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass Nukleinsauremolektile als Verbindungsmolekiile fur ein Affini- 
tatsmolekiil enthaltend Nukleinsauremolekiile mit zu den Verbindungsmole- 
kfllen komplementaren Sequenzen dient 

9. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Strahlungsquelle eine Quelle fur elektromagnetische Strah- 
lung mit WellenlSngen im Bereich des infraroten Lichts, des sichtbaren 
Lichts, des UV, des Rontgenlichts oder der y-Strahlung 1st oder eine Quelle 
fur Teilchenstrahlung wie Elektronenstrahlung ist. 

10. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekeim- 
zeichnet, dass die lad-Nanoteilchen Durchmesser im Bereich von 1 nm bis 1 



WO 01/86299 



-31 - 



PCT/EP01/04545 



jim, bevorzugt im Bereich von 2 nm bis lOOnm, besonders bevorzugt im Be- 
reich von 2 nm bis unter 20 nm und ganz besonders bevorzugt zwischen 2 nm 
und 10 nm haben, 

1 1 . Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche I bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die lad-Nanoteilchen eine nadelformige Morphologie aufwei- 
sen rnit einer Breite von 3 nm bis 50 nm, bevorzugt von 3 nm bis unter 20 nm 
und einer Lange von 20 nm bis 5 yon, bevorzugt von 20 nm bis 500 nm. 

12. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Wirtsmaterial der lad-Nanoteilchen Verbindungen des 
Typs XY enthalt, wobei X ein Kation aus einem oder mehreren Elementen 
der Hauptgruppen la, 2a, 3a, 4a, der Nebengruppen 2b, 3b, 4b, 5b, 6b, 7b 
oder der Lanthaniden des Periodensystems ist und Y entweder ein mehrato- 
miges Anion aus einem oder mehreren Element(en) der Hauptgruppen 3a, 4a, 
5a, der Nebengruppen 3b, 4b, 5b, 6b, 7b und/oder 8b sowie Element(en) der 
Hauptgruppen 6a und/oder 7 oder ein einatomiges Anion aus der Haupt- 
gruppe 5a, 6a oder 7a des Periodensystems ist, 

13. Einfache Nachweissonde nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Wirtsmaterial der lad-Nanoteilchen Verbindungen aus der Gruppe der 
Sulfide, Selenide, Sulfoselenide, Oxysuifide, Borate, Aluminate, Gallate, 
Silikate, Germanate, Phosphate, Halophosphate, Oxide, Arsenate, Vanadate, 
Niobate, Tantalate, Sulfate, Wolframate, Molybdate, Alkalihaiogenide sowie 
andere Halogenide oder Nitride enthalt 

14. Einfache Nachweissonde nach einem der AnsprQche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Dotierung ein oder mehrere Elemente aus der Gruppe 
enthaltend Elemente der Hauptgruppen la, 2a oder Al, Cr, Tl, Mn, Ag ? Cu, 
As, Nb, Nd, Ni, Ti, In, Sb, Ga, Si, Pb, Bi s Zn, Co und/oder Elemente der 
Lanthaniden verwendet werden. 



WO 01/86299 



-32- 



PCT/EP01/04545 



15. Einfache Nachweissonde nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
auch Kombinationen von zwei oder mehreren dieser Elemente in unterschied- 
lichen relativen Konzentrationen zueinander als Dotieningsmaterial dienen. 

16. Einfache Nachweissonde nach einem der Ansprttche 1 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Konzentration des Dotierungsmaterials im Wirtsgitter 
zwischen 10" 5 mol% und 50 mol%, bevorzugt zwischen 0,01 mol% und 30 
moI%, besonders bevorzugt zwischen 0,1 mol% und 20 mol% betragt. 

17. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass LiI:Eu; NaI:Tl; CsI:Tl; CsLNa; LiF:Mg; LiF:Mg,Ti; 
LiF:Mg,Na; KMgF 3 :Mn> Al 2 0 3 :Eu; BaFChEu; BaFCLSm; BaFBr:Eu; 
BaFCi 0 ,5Br 0 , 5 :Sm; BaY 2 F 8 :A (A - Pr, Tm, Er, Ce); BaSi 2 O s :Pb; 
BaMg2Ali 6 027:Eu; BaMgAli4023:Eu; BaMgAl j qO \ j:Eu; 
BaMgAl 2 0 3 :Eu; Ba 2 P20 7 :Ti; (Ba,Zn,Mg) 3 Si 2 G7:Pb; de(Mg,Ba)A) 1 \0\g ; 

Cco,65Tbo,35MgAlnOi9 :C e,Tb; MgAl U Oi 9 :Ce,Tb; MgF 2 :lVh> MgSrEu; 
MgS:Ce; MgSrSm; MgS:(Sm,Ce); (Mg,Ca)S:Eu; MgSi0 3 :Mn; 

3,5MgO-0,5MgF 2 -GeO 2 :Mn; MgWO^Sm; MgW0 4 :Pb; 6MgO-As 2 05:Mn; 
(Zn,Mg)F2:Mn; (Zn4Be)S04:Mn; Zn2Si04:Mn; Zn 2 Si0 4 :Mn,As; ZnO:Zn; 
ZnO:Zn,Si,Ga; Zn 3 (P0 4 )2:Mn; ZnS:A (A = Ag, Al, Cu); (Zn,Cd)S:A (A = 
Cu, AI, Ag, Ni); CdB0 4 :Mn; CaF 2 :Mn; CaF 2 :Dy; CaS:A A - Lanthanide, 
Bi); (Ca,Sr)S:Bi; CaW0 4 :Pb; CaW04:Sm; CaS0 4 :A (A = Mn, Lanthanide); 
3Ca3(P0 4 ) 2 *Ca(F,Cl)2:Sb,M n ; CaSi0 3 :Mn,Pb; Ca 2 AI 2 Si 2 0 7 :Ce; 
(Ca,Mg)Si03:Ce; (Ca,Mg)Si0 3 :Ti; 2SrO-6(B 2 0 3 )SrF 2 :Eu; 

3Sr3(P04)2-CaCl 2 :Eu; A 3 (P0 4 )2ACl2:Eu (A - Sr, Ca, Ba); 
{Sr,Mg)2P207:Eu; (Sr,Mg) 3 (PC>4)2:Sn; SrS:Ce; SrS:Sm,Ce; SrS:Sm; 
SrS:Eu; SrS:Eu,Sm; SrS:Cu,Ag; Sr 2 P20 7 :Sn; Sr2P 2 07:Eu; S^Al^O^Eu; 
SrGa 2 S 4 :A (A = Lanthanide, Pb); SrGa 2 S 4 :Pb; Sr 3 Gd 2 Si 6 0 18 :Pb,Mn; 
YF 3 :Yb3r; YF 3 :Ln (Ln - Lanthanide); YLiF 4 :Ln (Ln - Lanthanide); 
Y 3 Al 5 0i2:Ln (Ln = Lanthanide); YAl 3 (B0 4 ) 3 :Nd,Yb; (Y,Ga)B0 3 :Eu; 
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(Y,Gd)B0 3 :Eu; Y 2 Al 3 Ga 2 0 12 :Tb; Y 2 Si0 5 :Ln (Ln - Lanthanide); Y203:Ln 
(Ln - Lanthanide); Y 2 02S:Ln (Ln - Lanthanide); YVO^A (A - Lanthanide, 
In); Y(P,V)0 4 :Eu; YTa0 4 :Nb; YA10 3 :A (A - Pr, Tm, Er, Ce); YOCl:Yb,Er; 
LnP0 4 :Ce,Tb (Ln - Lanthanide oder Mischungen von Lanthaniden) ; 
LuV0 4 :Eu; GdV0 4 :Eu; Gd 2 0 2 S:Tb; GdMgB 5 Oi 0 :Ce ? Tb; LaOBnTb; 
La 2 0 2 S:Tb; LaF 3 :Nd,Ce; BaYb 2 F$:Eu; NaYF 4 ;Yb,Er; NaGdF 4 :Yb,Er; 
NaLaF 4 :Yb,Er; LaF 3 :Yb,ErJm; BaYF 5 :Yb,Er; Ga 2 0 3 :Dy; GaN:A (A = Pr, 
Eu, Er, Tm); Bi 4 Ge 3 0i 2 ; LiNb0 3 :Nd,Yb; LiNb0 3 :Er; LiCaAlF 6 :Ce; 
LiSrAlF 6 :Ce; LiLuF 4 :A (A = Pr, Tm, Er, Ce); Li 2 B 4 0 7 :Mn, SiO x :Er,Al (0 <x 
< 2) als Material fiir die lad-Nanoteilchen verwendet wird. 

18. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass YV0 4 :Eu, YV0 4 :Sm, YV0 4 :Dy, LaP0 4 :Eu, LaP0 4 :Ce, 
LaP0 4 :Ce,Tb, LaP0 4 :Ce,Dy, LaP0 4 :Ce,Nd, 2nS:Tb, ZnS:TbF 3 , ZnS:Eu, 
ZnS:EuF 3 , Y 2 0 3 :Eu, Y 2 0 2 S:Eu, Y 2 Si0 5 :Eu, Si0 2 :Dy> Si0 2 :Al, Y 2 0 3 :Tb, 
CdS:Mn, ZnS:Tb, ZnS:Ag oder ZnS:Cu a]s Material fur die lad-Nanoteikhen 
verwendet wird. 

19. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass Material mit einer kubischen Gitterstruktur des Wirts- 
gitters fur die lad-Nanoteilchen verwendet wird, 

20. Einfache Nachweissonde nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch ge~ 
kennzeichnet, dass MgF 2 :Mn; ZnS:Mn, ZnS:Ag, ZnS:Cu, CaSi0 3 :Ln, 
CaS:Ln, CaO:Ln, ZnS:Ln, Y 2 0 3 :Ln, oder MgF 2 :Ln (Ln - Lanthaniden) als 
Material fiir die lad-Nanoteilchen verwendet wird. 

21. Erweiterte Nachweissonde fiir biologische Anwendungen bestehend aus einer 
Kombination der einfachen Nachweissonde nach einem der Anspriiche 1 bis 
20 mit einem oder mehreren AffinitatsmolekUlen oder mehreren miteinander 
gekoppelten Affinitatsmolekiilen, wobei die AffinitStsmolekiile einerseits an 



WO 01/86299 PCT/EPOI/04545 

-34- 

die praparierte Oberflache der einfachen Nachweissonde anbinden und ande- 
rerseits an eine biologische oder sonstige organische Substanz binden k6nnen. 

22. Erweiterte Nachweissonde nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Affinitatsmolekale monoklonale oder polyklonale Antikdrper, Proteine, 
Peptide, Oligonukleotide, Plasmide, Nuklemsaurernolekule, Oligo- oder Poly- 
saccharide, Haptene wie Biotin oder Digoxin, oder ein niedermolekulares 
synthetisches oder natiiriiches Antigen sind. 

23. Erweiterte Nachweissonde nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Affinitatsmolekul durch reaktive Gruppen am Affinitatsmolekul 
und an der einfachen Nachweissonde kovalent oder nicht-kovalent an die ein- 
fache Nachweissonde gekoppelt ist 

24. Erweiterte Nachweissonde nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass 
die reaktiven Gruppen auf der Oberflache des Affmitatsmolekuls Amino- 
gruppen, Carbonsauregruppen, Thiole, Thioether, Disulfide, Imidazole, 
Guanidine, Hydroxy! gruppen, Indole, vicinale Diole, Aldehyde, alpha-Halo- 
acetylgruppen, N-Maleimide, Quecksilberorganyle, Arylhalogenide, Saurean- 
hydride, Isocyanate, Isothiocyanate, Sulfons&urehalogenide, Imidoester, Dia- 
zoacetate, Diazoniumsalze, 1 ,2-Diketone, alpha-beta-ungesattigte Carbonyl- 
verbindungen oder Azolide sind. 

25. Erweiterte Nachweissonde nach einem der Anspruche 21 bis 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass zwischen der einfachen Nachweissonde und dem Affini- 
tatsmolekul eine nicht-kovalente, selbst-organisierte Verbindung besteht. 

26. Erweiterte Nachweissonde nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass 
eine Verbindung zwischen Biotin als Verbindungsmolekul der einfachen 
Nachweissonde und Avidin oder Streptavidin als reaktive Gruppe des Affini- 
tatsmolektils besteht 
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27, Erweiterte Nachweissonde nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass 
eiiie Verbindung zwischen Nukleinsauremolekulen als Verbindungsmoleku- 
len der einfachen Nachweissonde und Nukleinsauremolekulen mit dazu kom- 
plementaren Sequenzen als reaktiver Gruppe des Affinitatsmolekuls besteht 

28. Erweiterte Nachweissonde nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass 
als Affinitatsmolekiil Nukleinsauresequenzen dienen und die nachzuweisende 
biologische Substanz aus Nukleinsauremolekulen mit komplementaren 
Sequenzen besteht 

29, Verfahren zur Herstellung der einfachen Nachweissonde gem&B einem der 
Ansprliche 1 bis 20 enthaltend die Schritte 

a) Herstellung von lad-Nanoteilchen 

b) chemische Modifikation der Oberflache der lad-Nanoteilchen 
und/oder 

c) Herstellung reaktiver Gruppen auf der Oberflache der lad-Nanoteil- 
chen und/oder 

d) Verbindung eines oder mehrerer Verbindungsmolekule mit der Ober- 
flache der lad-Nanoteilchen durch kovalente oder nichi-kovalente 
Bindung. 

30. Verfahren zur Herstellung der einfachen Nachweissonde nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Verteilungsbreite der Ausdehnungen der in 
Schritt a) hergestellten lad-Nanoteilchen auf einen Bereich von +/-20 % einer 
mittleren Ausdehnung eingeschrankt ist. 

3L Verfahren zur Herstellung der erweiterten Nachweissonde gemMB den An- 
spruchen 21 bis 28 enthaltend die Schritte 
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e) Bereitstellung der einfachen Nachweissonde 

f) Modifikation der Oberfiache eines Affinitatsmolekuls, urn reaktive 
Gruppen einzufiihren, die eine Konjugation mit der einfachen Nach- 
weissonde erlauben 

g) Konjugation des aktiviexten Affinitatsmolekttls und der einfachen 
Nachweissonde. 

32. Verfahren zum Nachweis einer biologischen oder sonstigen organiscben Sub- 
stanz enthahend die Schritte 

h) Zusammenfuhren der erweiterten Nachweissonde gemafi einem der 
Anspriiche 21 bis 28 und des biologischen und/oder organischen 
Materials, 

i) Abtrennung von erweiterten Nachweissonden, die keine Bindung ein- 
gegangen sind, 

j) Belichtung der Probe mit einer elektroniagnetischen Strahlung oder 

mit einem Tejlchenstrahl 
k) Messung des Fluoreszenzlichtes oder Messung der Absorption 

und/oder Stremmg und/oder Beugung der Strahlung oder der Ande- 

rung derselben. 

33. Verfahren nach Anspruch 32 ? dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem 
zu untersuchenden biologischen Material urn Serum, Zellen, Gewebeschnitte, 
Ruckenmarksfiussigkeit, Sputum, Plasma, Urin oder urn eine andere Probe 
humanen, tierischen oder pflanzlichen Ursprungs handelt. 

34. Verfahren nach Anspruch 32 oder 33, dadurch gekennzeichnet, dass der zu 
untersuchende Analyt in dem zu untersuchenden biologischen oder sonstigen 
Materia! immobilisiert ist. 
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35. Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 34, dadurch gekennzeichnet, dass 
das zu untersuchende biologische und/oder organische Material gleichzeitig 
mit verschiedenen erweiterten Nachweissonden zusaironengefuhrt wird und 
die verschiedenen erweiterten Nachweissonden sich dadurch voneinander 
unterscheiden, dass ihre Affimtatsmolekiile an verschiedene Analyte anbin- 
den und die in ihnen enthalienen lad-Nanoteilchen bei unterschiedlichen 
Wellenlangen absorbieren, streuen, beugen oder Fluoreszenzlicht emittieren. 
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